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Resumen

En muestre grupo  se ha sintetizado vna serie de compuestos denominados Casiopeinas, que son
compuestos de coordinacién gue tienen como centro metalico Cu 11 En la esfera de coordinacion
se presenta un ligante bidentado neutro del tipo diiminas (N-N) y otro cargade gque puede se
aminoacidato(N,0) o doradores {0,0) .

Estos compuestos han demostrado tensr actividades citostatica, citotdxica y antineopldsica En
modelos m vivo ¢ in vitro. Parte de 12 bateria de pruebas que se debe de realizar 5 un
medicamento antes de pasar a la fase clinica estdn las de mutagenicidad y genotoxicidad. Para
Hevar 2 cabo estas pruebas se har utilizado técnicas como fa de SMART “Somatic Mutatipn

and Recombination Test” (pruebas de mutacién ¥ recombinacién somética) en de Drosophila

mnelanogasier. Utilizando individuos de la linea mwh “muliiple wing. hait” v de la linea e’
hembras y machos respectivamente, se obtuvieron larvas transheterocigas.a las que se dio
tratamiento crénico via oral con las Casiopeinas . Se colectaron los adultos emergidos se
disectaron sus alas y se montaron en preparaciones fijas para su analisis microscépico .

Las Casiopeinas probadas fueron: ghema , I serina , 1T glicina y II-E. Bl analisis microscopico
de les alas revelo la frecuencia de mutacion Yy recombinacién somdticas inducidas por la
administracion de las Casiopeinas Los resultados s trataron estadisticamente con el programa de
anglisis estadistico SMART. Se observé que las casiopeinas incrementan la frecuencia de
mutacion . Se concluyo que existe una relacién estructura actividad {inducién de mutacion y

Tecombinacién soméaticas) dada por los substituyentes perifericos de las Casiopeinas probadas.
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Introduccién

Genética Toxicologica

La Genética toxicologica identifica y analiza la actividad toxica de diversos agentes que
actizan sobre el material genético de los sistemas vivos Un agente genotdxice €5 aquel que tiene
la capacidad de inducir cambios alterando la informacién heredable en el genotipo (Wright
1980)%, puede ser fisico, quimico o bioldgico (Brusick,1987Y. La genética toxicologios estudia
eventos tales como la mutagénesis, gue es la induccidn de alteraciones en la informacién
contenida en el ADN de un organismo o una célulg ¥ Que no sucede a2 través del proceso de

recombinacion.

Alteraciones del material genético.

Las alteraciones al material genético se pueden dividir en dos grandes grupos:
a) Mutaciones puntuales
Son alteraciones en los nucledtidos del ADN y pueden ser detectadas por cambics en el
genotipo de la céhula,
b) Aberraciones cromosémicas
Son alteraciones en la estructura de los cromosomas,
Las mutaciones se pueden dividir segin el tipo de células que afectan en
e Gernyinales

¢  Somaticas.



LLas mutaciones germinales se definen como las alter. ciones genéticas que ocurren en lag
cellas destinadas a desarrollarse como células germinales v que pueden intervemr en I

formacidn de individuos de las generaciones siguientes.

Las mutaciones somaticas se pueden definir como las Gue courren en células somaticas
cuyo resultado es l2 expresion de caracteristicas que no son propias de la kinea celular a la que
pertenscen. Este tipo de dafio at ADN no es trasmitido a los individuos de la progenie.

El dafiq genotéxico se puede inducir cuando el organismo se encuentra sometido 2
concentraciones  de xenobidticos (todo agente ajeno al organismo o dsl mismo que se
encuentren  en concentraciones muy por debaje de los niveles normales 0.mmuy por.encima de
estos) tales que al interactuar con los acidos nucleicos producen alteraciones. Se ha establecido
que el ADN es “blanco™ de diversos agentes que inducen alterzciones en su estructora, las
cuales al no ser reparadas son heredadas a la progenie celular (William et al 1994)'* Estos
cambios irreversibles en las células aumentan la probabilidad de convertirse en tumores, esto
depende de la magnitud y tipo de.lesion del ADN, asi como de otros factores. La importancia de
lo anterfor radica en la asociacién que hay entre 1a actividad mutagénica de los xenobidticos v la
induccién de tumorss cancsrosos. Sin embarge debemos aclarar que todos los genotdxicos
carcinégenos son mutdgenos, pero ne necesarizmente los mutdgenos son carcinogénicos {Shawn

, Jones, 1954



1 Antecedentes

1.1.1 Cancer

Es el crecimiento descontrolado de célutas anormales derivadas de tejidos normales, que
eventualmente puede causar la muerte por Iz diseminacion de estas a otros sitios del organiamo
diferentes al de origen

La Carcinogénesis se caracteriza por el crecimiento anormal de células, que no responden
a los mecanismos de regulacion de la divisién celular. Estas células se mutipfican -4 mayor
velocidad que las células adyacentes  dando como resultade la formacién de una

neoplasia (Bimitros, et al 1999)!7.

1.1.2 Origen Etiolégico

Las causas del cancer se pueden clasificar en
a) Predisposicién genética
b) Condiciones ambientales {ocupacionales, dieta, farmacos, contaminantes, gte )
¢) Factores Ambientales que interaccionan con ¢l material genético (fisicos, Guimicos y
biologicos)

d} Desconocidos.

1.1.3 Clasificacién de las naoplasias



° Neoplasias benignas

Las necplasias benignas o tumores benignos se caracterizan por estar localizados y

delimitados por una membrana basal o chpsula que la separan de los tejidos adyacentes

s Neoplasias Malignas

Las Neoplasias malignas 0 cancer se forman a partir de la proliferacion de células que
Rno resppnden a las seflales de control, v se caracterizan por su habifidad para invadir otros
tejidos, produciendo nuevos tumores ¥ la muerte de los tejidos adyacentes, al competir con ellos

por los nptrientes pertrbando asila integridad funciena! del tejido en cuestién,

. Metastasis

La diseminacién del cancer (metéstasis); se da por la perdida de la mntegridad del tumeor
cuyas cefulas pueden trasladarse 2 otras zonas del Cuerpo  via torrente sanguineo v/o linfitico

mvadiendo nuevos tejidos

1.1.4 Terapias Actuales

En la actualidad las terapias contra el cancer las podemes dividir en tres tipos diferentes que
pueden usarse de manera individual o combinada

* Cirugfa: involucra una extirpacion y ¢l sacrificio de un 6rgano o regién anatdmica

* Radipterapia: utiliza materiales radiactivos Gue tienen un efects letal en las célplas,

¢ Quimioterapia: volucra ¢l uso de medicamentos de accidn antitumoral conocida



1.1.4.1 Quimioterapia
La quimioterapia es una de las alternativas mas viables hoy en dia pese al costo gue esta

implica Sin embargo el factor limitante de esta es la toxicidad y los efectos colaterales que
corlieva.
Los agentes quimioterapéuticos pueden agruparse de acuerdo a su estructura quimica v sus
mecanispos de accion.
Por sus mecanismos de accion se pueden agrupar en:

* Agenptes alquilantes; Cisplatino, Mitomicina C

s timetabolitos. hidroxiurea, timidina, afidilooling

* Inhibidores mitdiicos: vincristina

¢ Antibidticos antitumorales: bleomicing, adrizmicina

¢ Hormonas: estrogenos

*  Miscelaneos

La tendencia actual en el disefio de nuevos farmacos antineoplasicos es Gue estos presenten
selectivided y que su mecanismo de accidn sea directamente sobre el ADN dal tejido

antinecpldsico.



2 Desarrollo de un nuevo medicamento

Los protocolos para el desarrolio de una nueva forma farmacéutica, indican una serie de

ctapas y pruebas con las que hay que cumplir para garantizar Ia seguridad del nuevo firmaco asi

comio su cficacia. Las fases que se deben seguir en el desarrollo de medicamentos antes de fiegar

al consumidor son:

Disefio y sintesis 2 escala de laboratorio o descubrimiento de un nuevo principio activo y
caracterizacion fisicoqufmica de ia molécuia en cuestion.

Cemimiento

Son una serie de prucbas in vitro e in vivo, que nos dan indicio de la actividad
farmacolégica o bioguimica de la mokécula. Dada la diversidad de moléculas con posible
actividad farmacoldgica que son sintetizadas © aisladas, la investigacién de nyevos
principios activos se lleva a cabo fijlando un objetivo particular, planificando Ia
investigacion en torno de un objetivo médico. En nuestro grupo de trabajo el objetivo es
desairollar agentes quimioterapéuticos contra el cancer.

Fase preclinica [

Durante esta fase se llevan a cabo pruebas de toxicidad aguda en por lo menos dos
especies animales, dosis letal 50 ¥ observaciones farmacologicas que incluyen efactos
colaterales a dosis agudas v duracion de los efectos.

Fase preclinica I1

Los compuestos que alcanzan esta fise son sometidos a estadios de farmacocinética,
toxicidad subcrénica, y estudios toxicolégicos profundos entre los que se encuentran log
de genotoxicidad, toxicologia de Ia reproduccion (fertilidad, teratogenicidad y toxicidad

perinatal y postnatal), estudios de carcinogénesis y toxicidad crénica,



Si el principio activo demuestra no provocar dafios irreversibles entonces se
realiza el desarrollo de la forma farmacsutica tentativa, la que serd utilizada en la fase
clinica uno.

¢ Fases Clinicas (I, [ y 113
Con Ia finalidad de demostrar 12 tolerancia en humanos en Ia fase clinica el nuevo
medicamento es administrado g personas  sanas, se realizan los estudios de
farmacocinética humana, de eficacia en pacientes, y se hacen ensayos terapéuticos para
establecer el perfil terapéutico definitivo Yy se pruecban las interacciones con
medicamentos,

e Fase Clinica IV

La fase clinica cuatro es un seguimiento del medicamento especialmente de los eventos
adversos no descados que se puedan presentar. Una vez realizadas todas estas pruchas se
Presenta el dictamen clinico, farmacolégico, toxicolégico y farmacéutico a la Secretaria

de Salud para obtener el registro sanitario correspondiente que permita la introduccién

del medicamento al mercado

Sin embargoe el protocolo para el desarrollo de un firmaco antineoplésico o para el
tratamiento de céncer differe del antes descrito. Debido a la toxicidad que presentan estos
compuesto el panel de pruebas y fases a seguir es diferente. Existe una serie de pruebas de
cerimiento de estos firmacos sugeridas por National Cancer Institute (Gerand, 1987  dentro
de su programa Canger Chemotherapy National Service Center de los Estados Unidos de

Norteamérica (Bush,1962)". Que es el que se sigue en el desarrollo de los farmacos
antineoplisicos denominados Casiopeinas.




3 Desarrollo de compuestos de coordinacién de cobre (1)
con actividad antineoplasica

3.1 Disefio y Sintesis de las Casiopeinas

Las Casiopeinas son compuestos de coordinacién con centro metalico que en la esfera de
coordinacién presentan un ligante bidentado newiro del tipo diiminas(N,N) y otro cargado que
puede ser aminoacidato (N.O) o donador (0.0). Las caracteristicas quimico estructurales de
estos compuestos  ha permitido sintetizar alrededor de 100 compuestos con diferentes
substituyentes. Las Casionefnas fueron disefiades y sintetizadas en la Facuktad de Quimica (figura
1) , de la Universidad Nacional Anténoma de México bajo la direccién de la Dra. Lena Ruiz
Azuara( Ruiz-Ramirez, , 1997,1994,1993,1992)*7,

El grupo de trabajo  se plantes sintetizar compuestos de coordinacion, con un centro metdtico
que tengan actividad antineopldsica (Ruiz et al 1996, que coinciden con Ios postuiados de
Rosenberg derivados del conocimiento farmacodingmico del cis-platino en lineas tumorales,
Destacando por su importancia los siguientes:

¢ Estos complejos deben intercambiar répidamente solo algunos ligantes en reacciones con

moléculas biolagicas

* Los complejos deben ser eléctricamente neutros, aunque la forma activa pucde estar

cargada después de int?rcambiar algln ligante en la especie viva.

*  Son necesarios dos ligantes cis monodentados (0 un bidentado) como grupos salientes,

* los isomeros frans son mactivos.

* La velocidad de intercambio de estos ligantes se encuentran en un intervalo especifico de

labilidad,

® los ligantes no intercambiables en las moléculas deben estar fuertemente enlazados,

10



o) Disefio, sintesis y caracterizacién

Evaluacion de la actividad citostatica i vitro e in vivo

hd
Evaluacion de la actividad antineoplasica in vitro ¢ in vivo

Cliniea veteﬁna§

Figura 1 Diagrama de fiujo propuesto para el desarrollo de compuestos con actividad antineoplisica
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X=CiHs;parala Casiopeina I

X=CH; para Ia Familia I de

Casiopeinas

Casiopeina Hi

R=H; glicina

R=CH,-OH; serina

R’= fenilo o metilo

Figura 2 Estructura general de las familias de Casiopefnas I, Iy HI.
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311 Caracterizacion fisicoquimica de las Casiopeinas:

La estructura de las Casiopefnas ha sido determinada utilizando difraccion de rayos X,
(Gasque et al, 1996)", (figura 2) y clasificadas en familias con base a sus caracteristicas
quimico- estructurales (tabla 1) los compuestos sintetizados fueron caracterizados utilizando
diferentes técnicas como el infrarrojo, conductividad, andkisis elemental, espectrofotometria
UV-visible. También se determinaron las constantes de estabilidad, por espectrofotometria
(Gasque, 1996”; Villar, 1996'%; Ruiz et al 1996)". Asi como la estabilidad de las
Casiopeinas I y I en soluciones filologicamente compatibles, solucion salina 0.9%, solecitn

Hartmann y glucosa al 5% (Romero etal , 1996)™.

Tabla I Clasificacién quimico estractural de lIas Casiopeinas en familias
[ Donador N-N Donador 0-0/ O-N

ACAC SALAL |SERINA [VALINA GLICINA

11,10-fenantroling Caslli B [CasII B

4,7dirxetil, 1, 1 Ofenantroting CasllE |CaslHB | Casllser Casil-val. CaslI-gh

4,7 difenil, 1,1 0fenantroting CaslliF |CasHIB | Casl-ser CasI-val, Casl-gli

3478 tetrametit, 1,10 CasV.ghi
fenantrolina

2,2bipiridina CasllID | Casl J

4,4,dimetil2,2,bipi Caslli] |CasllI G CaslV-gli
Casiopeinas probadas
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3.2 Pruebas de Cernimiento

Los ensayos de cernimiento  de las Casiopeinas fueron llevados a cabo en la Facultad
de Quimica utilizando modelos tumorales mutinos para comprobar su actividad
antineoplasica, ademas de estudios preliminares  de la actividad citostatica(Ruiz, et
al.1996)*, Utilizando los protocolos establecidos por el National Cancer Institute. Con este

ensayo las Casiopefnas demostraron su potencial como firmacos antineoplésicos,

Dentro del panel de cernimiento sugerido por el National Cancer Institute de Estados
Unidos de Norteamérica, se sugiere realizar al comienzo de Ia investigacién estudios
toxicologicos, por lo que se realizaron estudios histopatoldgicos de las Casiopeinas utilizando
como viz de administracién la  intraperitonial (Tinoco;1993)*. Estos ensayos fueron
realizados en ratones. Después se realizaron el mismo estudio en ratones por via intravenosa
(Quiroz;1996)*, Ambos estudios demostraron que las Casiopeinas tienen una toxicidad menor

a la del cisplatino.
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Con la Casiopeina II se hicieron estudios in vitro y observo que se une a protefnas
plasmiticas y entra en los eritrocitos causando hemélisis (Dobrota, et al, 1998)**, Fuentes®

reporto que la Casjopefna II se une a proteinas plasmaticas humanas en un 34,77% i vitro.

3.3.3 Farmacodinamica

En los estudios farmacodindmicos de la Casiopeina I en el modelo de ratén produce
cambios patolégicos de tipo circulatorio presentandose hemorragias, congestién v edema
(ascitis e hidrotérax) al igual que otros quimioterapéuticos, (Tinoco, et al1996)%. La
Casiopefna II produce hemélisis ¥ ©s capaz de oxidar a las lipoprotefnas especialmente a las

lipoproteinas de baja densidad (LDL), (Dobrota, et al, 1998)%,

3.3.4 Pruebas Toxicologicas

Dentro del panel de pruebas toxicolégicas fileron realizados estudios de cardiotoxicidad
en corazén aislado de conejo, donde se observo que la Casiopeina I tiene efecto cromotrapico
adverso (Romero et a 1996),

Para determinacion de la dosis letal 50 ¥ concentracion letal 50 se emplearon diferentes
lineas tumorales tanto humanas como murinas (Gracia, et al, 1998)*' y fueron determinados
Ios perfiles de toxicidad aguda en ratas y ratones (Rivera, et _al 1998)" Con el estudio en
ratones se conchiyé que la apertura del anillo fenantrolinico en la molécula disminuye la
toxicidad y se encontrd que esta regida por el donador (N,N) siendo las menos toxicas las

moléculas 5-NO,-fenantrolina (Bravo, et al,1998)%,
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3.3.4.1 Pruebas de Genotoxicidad
Con la finalidad de determinar si hay interaccién por parte de las Casiopefnas con el
ADN, se han realizado diferentes pruebas siguiendo los protocolos del National Cancer
Institute y Cancer Chemoterapy National Service Center el dafio genotdxico se determina en
funcién de los siguientes pruebas:
* Sensibilidad diferencial de] efecto citotéxico
* Frecuencia basal en Salmonella tiphimurium

» Induccién def sistema SOS en Escherichia coli

Se observé que no hay aumento en la frecuencia basal de reversiones en Salmonella,
los resultados del cromo ensayo en E. Coli mostraron que los firmacos no logras inducir e]
sisterna SOS. Sin embargo las pruebas de toxicidad diferencial en cepas con deficiencias er;
mecanismos de reparacion  del ADN sugiere que algunas Casiopeinas tienen efecto
genotoxico, (Cano, et al, 1998)**Y*. Con Ia finalidad de probar si se produce dafio genético en
células eucariontes se wtilizg el cnsayo cometa y de citotoxicidad en lencocitos. Bl Primero
nmestra la genotoxicidad con base al grado de fragmentacién del ADN. Al comparar el dafio
genctico con el testigo positivo observaron que es mayor; el 77% de las Casiopeinas
producen fragmentacién al ADN, lo que sugiere que la degradacién del ADN no es
consecuencia de la muerte celular sino de las lesiones inducidas en el genoma. Sin embargo [a
citotoxicidad en [infocitos es escasa, probablemente se deba a que las lesiones no se observan

ya que la célula no se divide,
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En la prueba de sintesis no programada de ADN en cultivo primario de hepatocitos de

rata se probaron las Casiopeinas I-glicina, I-serina, I serina, y III-E. Se observé que las

Casiopeina probadas inducen sintesis no programada del ADN en las células £xpuestas,

también se observé que a altas dosis produce citotoxicidad.
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4 Drosophila melanogaster como sistema de prueba

Drosophila melanogaster, es un organismeo eucarionte cuyo estudio ha ido de Ia mano
con el desarrollo de la genética toxicoldgica a rafz de los estudios de Miiller en 1927 v
Auerbach® en 1945 pioneros en esta drea, Drosophila melanogaster tiene cuatro pares de
cromosomas (X Y, 2, 3 y 4) se han obtenido mumerosas mutaciones que se utilizan como
marcadores genéticos y el genoma ha sido secuenciado. Con ella se pueden realizar prucbas in
Vivo para determinar un amplio espectro de evenios genéticos tanto en oélulas somdticas como
en las germinales, utilizando las cepas de Iaboratorio o bien las moscas de Ia naturaleza. La
experimentacion se puede desarrollar en condiciones ambientales naturales o de laboratorio, o

bien combinando ambas,

El ensayo de letales recesivos Ligados al sexo, utilizando a Drosophila melanogaster"
como modelo es actualmente un ensayo validado ¥ aceptado internacionalmente, ya que se ha
demostrado una clara correlacién entre Ia Tespuesta mutagénica y la actividad carcinogénica
del compuesto en cuestién. Drosophila melanogaster es un sistema que nos permite
detectar la presencia de dafio genético inducido in vive por diversos compuestos en un
pericdo relativamente corto, debido a la duracién de su ciclo de vida, Ademas nos ofrece lag
ventajas de ser de bajo costo y de poder obfener un gran mimero de individuos por
generacién,  asi como de tener una actividad metabélica que permite fa activacién de

XenobiGticos ( ya que posee el sistema citocromo p450).
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4.1 Ciclo de Vida de Drosophila melanogaster

Drosophila es un insecto holometibolo que sufre metamorfosis completa, presenta
dimorfismo  sexual, habita los mismos medios que el hombre y se alimenta
especialmente de frutos en fermentacion. En condiciones estandar de laboratorio a
temperatura de 25°C y 60 % de humedad relativa la secuencia y duracién aproximada de

los diferentes estados de su ciclo de vida es:

Desarroflo embrionario idia

Larva de ler. estadio 1 dia

Larva de 20. estadio Idia

Larva de 3er. estadio 2 dias
Pre-pupa 4 horas
Pupa 4.5 dias
Adulio 40 a 50 dias

La duracién promedio del ciclo de vida es de diez dias (figura 3), lo que permite obtener
varias generaciones en un afio. Por su pequetio tamafio se cultiva en espacios reducidos

¥ aun costo bajo.
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Las larvas de Drosophila melanogaster eclosionan del huevo a las 24 hr. estas sufren dos
mudas, que marcan los tres estadios larvarios que ticnen una duracién total de 96 hr. Es
durante el segundo (a las 48 hr) que las larvas son tratadas con las substancias de prucha en
el ensayo SMART. Las células que se emplean en la deteccion de dafio genético son las de los
discos imagales, estas estructuras se presentan en Ja larva como pequefios sacos; que mas
adelante formardn practicamente todas lag estructuras internas y externas en el adulto
(Wilkins, 1985)*, Durante este proceso  Ias céhulas son susceptibles a sufrir alteraciones. Si
ocurre una alteracidn heredable en cualquicra de ¢hias, esto dard origen a una estirpe celular
con la misma caracteristica alterada, formando un clon que se ve como una “mancha” en la
estructura, (al emplear los marcadores fenotipicos correspondientes) ya que las células de los
discos imagales se reproducen por divisiones mitéticas a lo largo de los tres estadios larvarios
(figura 3), hasta el estadio de prepupa momento en el cual se dan las tiltimas divisiones, A lag
96 hr. las larvas se fijan en una superficie seca (pared del frasco de cultivo) y pupan dentro de
la kima cubierta larvaria; que se torna dura y se oscurece dando Paso a la metamorfosis.
Durante este Gltimo estadio Ias células de los discos imagales se diferencian , dando lugar a
las estructuras del adulto. Al término de la metamorfosis la mosca emerge siendo al
principio muy clara y alargada (figura 4) .

Las moscas adultas al emerger se pueden separar ficilmente en hembras y machos con
base a sus caracteristicas morfologicas (figura 4). El abdomen de la hembra tiene siete
segmentos, el terminal se observa puntiagudo con una pequefia protuberancia at final,

Mientras que el macho muestra cinco segmentos fusionados que fe dan una forma
redondeada y obscurs, adicionalmente los machos cuentan con una fila de aproximadamente
10 cerdas gruesas denominado peine sexual en la superficie del segmento superior de la pata

anterior (figura 5).

22



1y

Figura 5 Diagrama de- pata de mancho de Drosophila melanogaster
hembra (izqaierds) y de abdomen del macho {derecha)

¥ vista ventral del abdomen de In
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5 Pruebas de toxicidad en larvas de Drosophila
melanogaster

Para determinar la toxicidad y Ia LD50 de un ¥enobionte, se tratan larvas de 48 horas de
edad. Si se trata de un compuesto quimico no volatil, la administracién puede ser oral, ya sea
de forma aguda o crémica.

Para los tratamientos agudos, se disuelve el compueste en una solucion de glucosa al 5% que
se vierte sobre papel filtro que se coloca en frascos vacios para que las larvas lo ingieran
durante 24 horas, al cabo de ese tiempo se siembran en medio para que terminen su desarrollo,
3i el tratamiento es crénico, el compuesto disuelto en Iz solucién de glucosa se adiciona al -
medio de cuitivo donde se siembran las larvas ¥ se mantienen en el hasta que emergen los
imagos. La diferencia entre el nimero de larvas sembradas para el tratamiento ¥ el mimero de
las sobrevivientes después de las 24 horas, o bien los adultos emergidos (tratamiento agudo o
erdnico respectivamente), es el valor de Ia toxicidad inducida y se expresa en porcentaje de
mortalidad. La LD50, se obtiene administrando diferentes concentraciones del agente 3 probar

hasta encontrar Ia que produzca la muerte del 50% de Ia muestra,
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6 Prueba de mutacién y recombinacion somatica (SMART)

en el ala de Drosophila melanogaster

Desde 1945 Auerbach y posteriormente Becker en 1957, habian detectado 1a
aparicién de mosaicos o manchas clones en la cuticula de los adultos cuando se expone a
farvas transheteroocigéticas Ppara marcadores fenotipicos a diferentes mutigenos {Auerbach
19457, Becker 1975 %), Moliet > y Wiigler *' en 1984 proponen un nuevo método para la
deteccién de compuestos mutagénicos empleando organismos  transheterécigos para
marcadores recesivos de células somaticas, la prueba de mutacion ¥ recombinacién somatica
(SMART) en el ala. Las células somaticas que se emplean en este ensayo provienen de los
discos imagales mesotordcicos dorsales que dan origen a las alas, no se consideran apéndices
sino estructuras cuticulares. Las alas estin formadas por dos monocapas celulares de tefido
epitelial: superficies dorsal y ventral. Cada una de ellas se desarrolla independientemente de la
otra; por lo que se analizan cada una. Debido a que se han detectado y caracterizado
mutaciones en las células del ala de Drosophila melanogaster que alteran la diferenciacidn
final de las células que darsn origen a los tricomas, usados como marcadores fenotipicos.
Los marcadores recesivos que se utilizan son: mwh (pelos mdltiples en el ala) v fir' flare
(pelos en forma de flama). En Ia prueba de SMART se utilizan hembras con genotipo
mwh/mwh (3.0.0)" y machos fir’/TM? (3.38.8) en forma hemiciga ya que el marcador flare en
forma homdciga es letal por lo que requiere Ia presencia de un gen balanceador TM® en el
cromosoma 3 y el dominante Ser Serratia (3.92.5) que se manifiesta como el borde
discontinuo del ala (aserrado) (Lindseley, 1974)%. Al cruzarlos dan origen a larvas

transheterocigéticas mwh,+/+,ft* y mwvh / TMS, Ser.

* Ubicacitn del gen en ef cromosoma fres
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Las que son tratadas con log compuestos a probar, ya sea de forma aguda o cronica.
La via de administracién puede ser oral respiratoria o por inyeccién. Los cambios en e}
material genético que se inducen se pueden detectar como clones de células con pelos
miltiples o en forma de flama en las alas de los adultos sobrevivientes. La induccién de
mutacién puntual o deleccién del locus silvestre para cualquiera de los dos marcadores, se
registraran como manchas simples de fenotipo mwh o fir® (figura 6 ¢ y ¢). Cuando se induce
recombinacién  se forman manchas gemelas. La recombinacién entre el marcador fir®
localizado en el brazo izquierdo del cromosoma 3 y el centrémero; llevard a la formacién de
manchas dobles mwh//flr® (figura 6 b). Mientras que la  recombinacién entre los dos
marcadores producird manchas mwh (figura 6d). (Szabad et al 1983 *', Graff et al 1984,
Wiigler 1984°1) El tamafio de la mancha refleja el nurero de divisiones que ocurren en las
células después de recibir tratamiento {(apéndice 1I).

Con tratamientos combinados (pretratamiento, cotratamiento Y postratamiento), la
prucba de SMART también ha sido utilizada para evaluar la actividad antimutagénica o
moduladora del dafio gendtico de diferentes agentes como compuestos alquilantes, pigmentos
de origen vegetal, metales ¥ radiaciones. Por otra parte, con combinaciones de tratamiento y
tiempos de exposicion también es posible determinar Ia ocurrencia de algunos mecanismos
genéticos, ademds introduciendo mas marcadores s¢ pucde determinar la frecuencia de

recombinacion intracromosémica,

26



I ewluln nuitosis 2 eelubax e b obveervaeda

+4 + ; i
4 fe +4
+
2
S
Sy
SN

< rowh + 4 J d éﬁ
: O 4 ,fi
roity + v 5‘)’ d
M 8 / + r _. % d J
revwh + mancha
: i <@ i ke
— O Ny
Delocion \\ _—_w“i}f_——. @d !i
A
=) J J d
= o f

rrwh + O / T ra —& 5’ d g %

Freh H O < d manchn
bl e strmple
¥ x 3 L -+ ‘é J

& i ey ™ \ — H i/i \4

mutacion punrual

O
e ..4,“{,;,\,4




1 celuln P T s 2eehabas manehn obsen ads
b 4
i + — vt e A -.4:»4
":'h r:— < . nancha
dobde
— + o ~
+ e M ) o~ -
\ T - ﬂ ~ =
revorrabinacion o
d VA
et + I A
il T 8/ oy o kih‘! .A xg
oy X + " an cha
* il 9 d simple
¥ v 9 + + d {,!
* fir \_._ e J d’ é,
T w® d %4
reco mbinacion J 5
f WL
"_'E'” T _O &é{é {4“' '&g
nreh T O / Eébq '4
i + ﬂ\ mancha
+ Re .
: 9 vty + simple
e T 4]
ne disvuncion e f;' J ;‘.4

Figura 6 Eventos mutagénicos que se observan come manchas de fitutacicn y recombinacion somdtiea

SMART en ala de Drosophila melanogaster

e



7 Objetivo:

¢ Discernir si son genotéxicas las Casiopeinas I glicina , II glicina, If serina y
II-E. Utilizando el sistema de prueba de mutacién ¥y recombinacién somética

SMART en alas de Drosophila melano gaster .

+ Establecer si existe una relacién dosis respuesta de las Casiopefnas I glicina,
11 glicina, I serina y III-E y su efecto genotdxico en el ensayo de mutacién y

recombinacion somatica SMART en ala de Drosophila melanogaster
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8 Hipotesis

Las Casiopeinas I glicina , TT glicina, Il serina y ML E que son compuestos que
han demostrado tener actividad antineopldsica ¢ interaccién con el ADN in vitro,
seran capaces de inducir mutacién Y recombinacién somaticas

n vivo en

Drosophila melanogaster.
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9 Metodologia

9.1 Determinacion de la toxicidad de las Casiopeinas en larvas de

Drosophila melanogaster

Con Iz finalidad de determinar Ia toxicidad intrfoseca de las Casiopeinas en D.
melanogaster.  Se administraron las Casiopeinas I glicina, I glicina, 1T serina , II-E y
soluciones de nitrato de cobre II a larvas de D, melanogaster de la linea silvestre OR-R
(Oregon) de 48 hr. de edad. Los firmacos se disolvieron en solucién acuosa de sacarosa al 5%, en
conceniraciones de 0.2 mM, 0.1 mM ¥ 0.001 mM para Ia Casiopeina I ser: de 1 mM, 0.1
mM,0.01 mM, 0.001 mM de las Casiopeinas I glicina, IT glicina yIII-E, yde 1 mM hasta 16
mM para el nitrato de cobre IT; el tratamiento dado fie agudo (24 hr.) por viz oral. Para ello se
recolectaron huevecillos de 1a linea silvestre oregdn (OR-R). que se incubaron a 25 °C para
obtener larvas de 48 hr., que se retiraron del medio lavéndolas por gradiente de densidad con
solucion de sacarosa al 5%. Se colocaron en frascos » Que contenian papel filtro saturado con las
soluciones a probar durante 24 hr. Al término del periodo se contd el niimero de larvas vivas

obtenicndo asi el porcentaje de sobrevida que indica la toxicidad de los compuestos probados.



9.2 Ensayo de mutacién somatica y recombinacién genética SMART

Para llevar a cabo el ensayo se aislan hembras virgenes de Ja linea mwh y machos de Ia
linea flr’/TM?Ser, se colocan en inanicién hembras ¥ machos por aproximadamente una hora.
A las hembras se les permite ovipositar en medio regular (Apéndice I-A) durante cuatro horas,
Los huevecillos asi obtenidos dan origen a las larvas transheterocigéticas.

A las 48 hr. de haber eclosionado las larvas se retiran del medio de cultivo por gradiente de
densidad con una solucién de sacarosa al 5%. Se afslan grupos de 100 larvas y se depositan en
tubos viales con 5 g de medio instanténeo ( Carofina Biological Supply Co.) hidratado con las
soluciones correspondientes de Casiopeinas disueltas en solucién de sacarosa al 5%.

Las concentraciones utilizadas fueron 10°, 10%, v 10° mM de la Casiopefna I glicina
[Cu(4,7-difenil-1,10  fenantrolina)(glicina) NO;}, Casiopeina I glicina [Cu(4,7-dimetil-
1,10fenantrolina)(glicina)NQs], Casiopeinas i serina [Cu(4,7-ditnetil-1,10
fenantrolina)(serina)NQs], ¥ Casiopeina HI-E fCu(4,7-dimetil-1,10
fenantrolina)(acetilacetonato)NOs]  Abreviadas: I(ghi), T(gli), Ii(ser) y IN-E respectivamente.
Los cultivos se incubaron a 25°C. Una vez que los adulios emergieron, se depositaron en
frascos viales de vidrio con alcohol al 96% (Graff, Wilgler ,1983)°"™ . Las alas se disectaron
empleando pinzas de puata muy fina y aguja de diseccion, se montaron con solucién de Faure
(Apéndice I-B) en un portaobjetos una vez seca Ia solucién, las preparaciones se cubren con
cubreobjetos. Poniendo peso sobre estas mediante pequefios cuadros de acero y hasta que secan
las preparaciones.

Las preparaciones se examinaron al microscopio optico a 400 X. Con la finalidad de
facilitar la observacion se toman en cuenta las divisiones naturales del ala dadas por las venas ya

cada regién se le asigna una letra (figura 7) (Graff, 1985)%2.
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Figura 7 Ala de Drosophila melanogaster dividida por regiones de la A-E

Cada una de las células de las alas normalmente tiene un “pelo” (tricoma). Si los
marcadores genéticos mwh y fir* se expresan, la diferenciacion final de los tricomas Serd
diferente al fenotipo silvestre (figura 8.a). Las células que se obticnen ‘mostratan et genotipo

alterado, la mancha que observamos es un clon de la célula ntamte.

9.2.1 Clasificaci6n de las manchas

Las manchas que se observan pueden mostrar el fenotipo: mwh muestran tres o mas pelos
en hugar de uno por céhula (figura 8 b), Flare muestra pelos gruesos y cortos en forma de flama,
El criterio para clasificar lzs manchas de Ias alas es e sugerido por Graff’' chicas, grandes o
gemelas dependiendo de! numero de céklas afectadas 1- 2 las primeras; 3-4, 5-8,9-16, 17-32 o

mas las segundas y gemelas cuando el clon presenta células tanto de fenotipo mwh como fir5.
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10 Resultados

10.1 Toxicidad en larvas de Drosophila melanogaster

Tabla H Toxicidad en toxicidad de la Casiopeina I glicina

Tratamiento % de larvas vivas 1o 0 0.05
testigo(sacarosa 5%) 67.5

casi 1 mM 52.5 3.3333
cas] 0.1 mM 65 0.0926
cas 1 0.01 mM 65 0.0926
cas I 0.001 mM 68.3 0.0095
*significativo p>0.05 con un ¥’=3,84 de tablas

Tabla HI Toxicidad de la Casiopeina H glicina

Tratamiento % de larvas vivas e o 0.05
testigo(sacarosa 5%) 67.5

casIT I mM 65 0.0926
cas I 0.1 mM 63 0.3000
cas H 0.01 mM 65 0.0926
cas IT 0.001 mM 66.6 0.0120
*significativo p>0.05 con un ¥%= 3.84 de tablas

Tabla IV Toxicidad de Ia Casiopeina II serina,

Tratamiento % de larvas vivas e @ 0.05
testigo(sacarosa) 80.83

casIl 02mM 87.5 (.5504
casIT 0.1 mM 71.66 1.0403
cas I 0.001 mM 77.5 0.1372

*significativo p>0.05 con un ¥ =3.84 de tablas



Tabla V Toxicidad de Ia Casiopeina III-E

Tratamiento % de larvas vivaos 1 0 0.05
testigo(sacarosa 5% 7

cas IIT 1 mM ) 44.16 9.3623*
cas {If 0.1 mM 42.5 10.8036*
cas 11 0.0]1 mM 71.66 0.0394
cas III 0.001 mM 59.166 1.6787
*significativo p>0.05 con un ¥*=3.84 de tablas

Tabla V1 Toxicidad de Nitrato de cobre I

Tratansiento % de larvas vivas ¥
Testigo (sacarosa 5%) 93.33

Cu(NOs), 1 mM 93.33 0.0000
Cu(NO;), 10 "'mM 84.16 0.9010
CuNOs), 10 “mM 78.33 24108
CuNOs3); 10 mM $5.83 0.6027
Testigo sacarosas 5% 94.16

Cu(NOs); 10 " mM 85 0.8911
Cu(NOs); 10 *mM 76.67 3.2487
Cu(NOs), 10 "mM 95 0.0075
Cu(NOs3),; 10 *mM 86.66 0.5974

*significativo p>0.05 con un ¥’= 3.83 de tablas
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10.2Resultados de Ia prueba de Mutacién y recombinacién somética

El andlisis de los resultados se Hlevé a cabo utilizando el programa SMART de analisis

estadistico que aplica la prueba estadistica de ¥’ con una probabilidad del 95% conbase a Ia

metodologfa sugerida por Frei (Frei, et al. 1988)°% .

Tabla VI Efecto de la Casiopeina I glicina en células somaticas del ala de Drosophila
melanggaster
Tratamiento No de Manchas Frecuencia Total
alas | Chijcas Grandes Gemelas de Manchas
Frec. |Num. [Frec. [Num |Frec, Num  |Frec. Num.
Testigo 40 0.37 15 - - - - 0.37 15
1 mM 40 0.55 22 0.25 10 0.25 10 0.60 42%
0.1 mM 40 0.47 19 0.10 4 - - 0.52 23
0.01 mM 40 0.37 15 0.10 4 - - 0.41 19 |

*significativo determinado estadisticamente por el programa SMART a p> 0.05, (Grafica 2y

Tabla VIII Efecto de Ia Casiopeina II glicina en células som4ticas del ala de Drosophila
melanogaster
Tratamiento [No de Manchas Frecuencia Total
alas Chicas Grandes Gemelas de Manchas
Frec. |Num. [Frec. |Num Frec. |Num |Frec. Num.,
Testigo 120 0.28 34 0.01 1 0.01 1 0.31 36
1 mM 120 0.54 65 0.07 8 0.03 4 0.65 77*
0.1 mM 120 0.33 40 0.06 7 0.008 1 0.40 48
0.01 mM 120 0.28 34 0.66 7 0.008 1 0.33 42 |

*significativo deterrainado estadisticaments por el programa

SMART a p> 0.05, (Grafica 3)
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Tabla IX Efecto de la Casio

peina 11 serina en células somdticas del ala Je Drosaphila

melanogaster
Tratamiento | No de Manchas Frecuencia Total
alas Chicas Grandes Gemelas de Manchas
Frec. |Num. |Frec. |Num |Frec. Num. |Frec. Num,
Testigo 40 0.28 11 0.01 0.01 1 0.31 12
1 mM 40 0.50 20 0.15 6 - 1] 0.65 26%
0.1 mM 40 0.62 25 0.05 2 - 0 0.67 27%
0.01 mM 40 0.55 22 0.07 3 0.05 1 0.67 26*
*significativo determinado estadisticamente por el programa SMART a p> 0.05, {(Grafica 4)
Tabla X Efecto de Ia Casiopeina ITI-E. en células somdticas del ala de Drosophila
melanogaster
Tratamiento |No de Manchas Frecuencia Total de
alas Chicas Grandes Gemelas Manchas
Frec. |Num. |Frec. |Num. Frec. |Num. |Frec. Num,
Testigo 40 0.27 11 0.02 1 - - 0.30 12
1 mM 40 0.55 22 0.1 4 0.02 1 0.67 27%
0.1 mM 40 0.57 23 0.1 4 0.02 1 0.70 28*
0.01 mM 40 0.60 24 0.1 4 - 0 0.70 28%
*significativo determinado estadisticamente por el programa SMART a p> 0.05, (Grafica 5 }
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11 Discusién de Resultados

Al comparar el mimero de larvas vivas con respecto al testigo v aplicando Ia prueba
estadistica de ¥* con una confianza del 0.95, observamos que las concentraciones més altas de
Casiopeina I- glicina produjo genotoxicidad estadisticamente significativa asi como lag
concentracionss 1mM y 0.1 mM de Casio peina HI-E probadas, sin embargo las Casiopefnas II-
glicina y T- serina asi como el nitrato de cobre (If) no inducieron toxicidad significativa en las
larvas. No se observa una relacién dosis respuesta (concentracién-sobrevida) (grafica 1). La
toxicidad de estos compuestos nos permite obtener un ntimero suficiente de individuos vivos
para llevar a cabo el ensayo de SMART.

El nimero total de manchas que se observo en los grupos tratados en el ensayo SMART,
es Ia suma de los eventos mutagénicos y recombinagénicos que la prueba puede detectar:
Podemos observar que en los grupos tratados con Casiopeinas 1 glicina, IF glicina, IT serina y 11
E hay un incremento en el mimero de eventos mutagénicos en comparacién con los grupos
testigo.

En el tratamiento con Casiopeina 1 glicina se observa wna relacién dosis respuesta. Con
un jncremento significativo en la frecuencia de las manchas chicas ¥ grandes, sin embargo solo se
observaron manchas gernelas en Iz concentracién de 1 mM. Lo que sugiere que a concentraciones
de 1 mM la Casiopeina 1 glicina (grafica 2) puede ser recombinagénica ademas de genotéxica.
El tratamiento con Casiopefna T glicina (gréfica 3) mostré también una relacién dosis respuesta
en los diferentes tipos de manchas que se observan. En todas las concentraciones se observa la
aparicibn de manchas gemelas, siendo  significativo el aumento de la frecuencia en Iz

concentracion de 1 mM.
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Mientras que la Casiopeina I serina (gréfica 4) no tiene una relacién dosis respuesta, con
un aumento estadisticamente significativo de la frecuencia de las manchas en Ja concentracion
de 0.01 mM y la Casiopeina HI-E (grafica 5) indujo un aumento significativo en la frecuencia
de las manchas en comparacién con el testigo, sin embargo, no hay una diferencia entre los

grupos tratados con las diferentes concentraciones,

En Ia grifica comparativa de 1a dosis respuesta (gréfica 6) de las Casiopefnas probadas
s¢ observd que la Casiopeina ] glicina [ Cu( 4,7-difenil-1,10 fenantrolina)(glicina)NOs] yvla
Casiopefna 1T glicina [ Cu( 4,7-dimetil-1,10 fenantrolina)(glicina)NO3] muestran una relacién
dosis respuesta positiva mientras que las Casiopeinas I serina [ Cu( 4,7-dimetil-1,10
fenantrolina)(serina)NOs] y III-E [ Cu( 4,7-dimetil-1,10 fenantrolina)(acetilacetonato)NO,] no se
observa una relacién dosis respuesta, esto es indicativo de que el donador O-N influye en Ja
actividad mutagénica del compuesto. Siendo el aminoacidato glicina, la parte de la molécula que
le confiere mayor actividad nmtagénica en Ias células dei ala de D. melanogaster. Al comparar
entre si a las Casiopeinas I-glicina y II glicina observamos que difieren en el donador N-N,
siendo 4,7-difenil-1,10 fenantrolina para la primera y 4,7-dimetil-1,10 fenantrolina para la
segunda sin embargo la diferencia en Ia respuesta total no es significativa por lo que estos
substituyentes no tienen gran influencia en la actividad mutagénica en este modelo de prueba.
Cuando comparamos los resultados obtenidos con los diferentes compuestos se observé que la
Casiopefna I glicina es mas recombinagénica, en concentracién de 1 mM, sin embargo la
Casiopeina II glicina es recombinagénica desde concentraciones de .01 mM al igual que las

Caslopeinas I-serina y INI-E (grafica 7).
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Por o que podemos sugerir que los substituyentes dirnetil y difenil influyen directamente
en la actividad recombinagénica siendo el dimetil mds efectivo en la induccién de
recombinacidn. Por otra parte en los ensayos con Casiopeina ITI-E el aumento de la frecuencia
de manchas gemelas, es muy similar al de Ip Casiopeina TI- serina lo que 1a hace igualmente
recombinagénica. Al comparar Ia frecuencia de manchas gemelas indicadoras de recombinacién
somitica de las Casiopeinas II serina y II glicina se observd que la Casiopeina IT glicina es capaz
de inducir un mayor nimero de eventos recombinagénicos que la Casiopefna II serina. Esto
cofiwide con los resuitados que se obtuvieron en el estudio del potencial recombinagénico in
vitro en células SPDS con las Casiopeinas II serina y TI glicina (Tenorio,1999) donde se
encontrd que estas inducen recombinacion genética homéloga , con un fndice de recombinacién”
mayor para la Casiopeina I1 glicina (de 3) que para la I serina (de 2) que son muy cercanos al
fndice de recombinacién de la Mitomicina C (de 4) lo que puede reducir en la clinica 1Ia
probabilidad de induccién de tumores secundarios o refractarios al tratamiento con Casiopeinas,
que pueden ser causados por el alto grado de mutaciones sufridas en el genoma de las céhilas

CANCETosas,

* Bl indice de recombinacién se caleula en base a la frecuencia de reversiones que presentan Jas células a un 50%

de sobrevivencia (IC50} y lIa frecuencia de reversiones 2 un 100% de sobrevivencia {IC100),
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ESTA TESIS NO SALE
12 Conclusiones DE LA BIBLIOTECA

Con el ensayo de mutacién y recombinacion somitica (SMART) en el ala de
Drasophila melanogaster in vivo podemos decir que las Casiopeinas probadas son capaces de
interaccionar con ¢l material genético ya que indujeron mutacion ¥ recombinacidn somadticas,

La relacién dosis-respuesta en la induccidn de efectos genotéxicos de las Casiopeinas I ghi
y I gli indica que existe una relacion estructura actividad,

Es necesario continuar probando Casiopeinas de las familias 1, TI v I con Ia finalidad de

corroborar la relacion estructura- actividad (interaccién con el ADN).
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Apéndice I

A . Medio de cuitivo regular 68-1 (modificado por M. E. de la Rosa)

Proporciones para preparar un litro de medio.

Agua destilada 1000 mL
Agar en fibra 12 g
Harina de maiz 63g
Sacarosa 5
DPextrosa 25g
Levadura en polvo 34g
Acido Propiénico 5mL
Tegosept 5 mL

B. Solucion de Faure.

glicerol 20mi
goma aribiga 30g
hidrato de cloral 50g
agua  50ml

Disolver la goma ardbiga en agua tibia
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Apéndice II

Modelo de proliferacion celular en los discos imagales del ala de  Drosophila melanogaster

tiempo ciclo célula

Numero total de mitosis

Tamafio Tamafio
delclon  del clon

mitsticos. (3) Nimero d

no. no.  Enelciclo completas Por
suceder
h no. %o % % {células)  Clase.
1 3 4 5 6 7 8 9
35 21 0.01 99.99
1 21 0.01 257-512 10
43.5 42 0.17
2 42 0.17 129.256 9
52 85 0.35 99.65
3 83 0.35 65.128 8
60.5 191 0.78 99.22
4 7
69 381 1.56 98.44
5 381 1.56 17-32 6
77.5 762 3.13 96.88 X
6 762 3.13 9-16 5
86 1525 6.25 93.75
7 1525 6.25 5-8 4
94.5 3050 12.50 87.50
8 3050 12,50 3-4 3
103 6100 25.00 75.00
9 6100 25.00 2 2
111.5 12200 50.00 50.00
10 12206 50.00 1 1
120 24400 24400 100.00 100.00
Explanation of columns: ( 1) tiempo de desarrolio en horas. (2) Numero sucesivo de ciclos

e células al principio de un ciclo dado. (4) Ntimero total de mit6sis que

ocurren durante un ciclo. (5) porcentaje de mitésis totales,
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